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RESUMO

A ruptura aguda do tendao calcaneo € um tipo lesdo muito comum, seu crescente
acometimento esta geralmente relacionado a pratica esportiva. Seu tratamento é um
tema bastante controverso, que envolve diversos métodos, conservadores e
cirdrgicos. Estas técnicas podem desencadear problemas que impossibilitam sua
reparacdo completa. Atualmente, diversos estudos vém sendo realizados buscando
novas terapias para proporcionar uma rapida reparacao tecidual, de baixo custo e que
reduza os efeitos negativos sobre as condicfes de saude da populacdo. Dentre as
diversas abordagens, os biomateriais tém apresentado uma excelente alternativa para
0 processo de reparacgao. O selante fibrina derivado do veneno de serpente (SFDVS)
€ um biopolimero que vem sendo utilizado com sucesso em diferentes métodos
cirdrgicos, tanto em modelo animais quanto em seres humanos, devido seu potencial
hemostético e adesivante. Dentre as estratégias terapéuticas para a reabilitacéo,
destaca-se 0 exercicio aquatico, que consiste em exercicios fisicos voltados a melhora
das propriedades musculares, auxiliando a reducao de dores e edemas, estimulando
0 processo de reparo. Assim, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar o uso do
SFDVS associado, ou ndo, ao exercicio aquatico como forma de tratamento no
processo de reparo do tendao calcaneo de ratas. Para isso, 84 ratas da linhagem
Wistar passaram por inducéo cirdrgica de transecc¢éo parcial do tendao calcaneo. Os
animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos de tratamento e
subdivididos em trés periodos (7,14 e 21 dias) contendo 7animais em cada: Controle
(L); SFDVS (LS); exercicio aquatico (LE); SFDVS associado ao exercicio aquatico
(LSE). O volume do edema foi avaliado 24 h, 7, 14 e 21 dias ap0s o procedimento
cirtrgico. Cortes histolégicos do tendéo calcaneo foram avaliadas para quantificacdo
do colageno (por Tricrébmico de Masson e Picrosirus Red) e as alteracdes patologicas
pela analise de laminas coradas com HE. O escore de Bonar, foi utilizado para avaliar
a morfologia celular, a celularidade, a vascularizacdo e o acumulo de substancia
fundamental. A comparacgao entre 0s grupos experimentais foi realizada utilizando-se
testes de Kruskal-Wallis e ANOVA, com nivel de significancia de 0,05. Foi observada
uma maior reducdo do edema dos animais a partir do sétimo dia em todos os
tratamentos (p < 0,002), quando comparado ao grupo controle. Apés 7 e 14 dias de
tratamento, o LE apresentou a maior reducdo do volume de edema (p = 0,03041)
comparada ao controle. Apos 21 dias de tratamento (LS) foi o que apresentou a maior
reducdo do edema comparado ao grupo controle. Mediante a quantificacdo do
colageno foi possivel verificar um aumento de sua concentracdo para o LSE no
periodo avaliado apos de 21 dias de tratamento. A analise histopatologica utilizando
escore de Bonar demonstrou uma melhora significativa das caracteristicas
histopatoldgicas nos tenddes de animais tratados com (LSE21), apresentando valores
de escore estatisticamente menores quando comparado aos demais grupos. Desta
forma, o SFDVS associado ao exercicio aquatico influenciou de forma positiva a
reparacdo do tenddo calcaneo, se tornando um tratamento promissor para futuras
aplicacdes clinicas.

Palavras-chave: Selante Fibrina Derivado do Veneno de Serpente, Ruptura do

Tend&o Calcaneo, Exercicio aquatico.



ABSTRACT

Acute rupture of the calcaneus tendon is a very common type of injury, its increasing
is generally related to sports practices. Its treatment is a controversial topic, involving
several methods, conservative and surgical. These techniques can trigger problems
that harms their complete regeneration. Currently, several studies have been carried
out looking for new therapies to provide a low-cost fast tissue repair and reduced
negative effects on population health conditions. Among different approaches,
biomaterials have presented an excellent alternative for this regeneration process.
Fibrin sealant derived from snake venom (SFDVS) has been used successfully in
different surgical methods, both in animal’s and humans’ models, due to its hemostatic
and adhesive potential. Aquatic exercise is one of the therapeutic strategies for
rehabilitation, it consists of physical exercises to improve muscle properties, helping to
reduce pain and edema, stimulating the repair process. Thus, the present study aimed
to value the use of SFDVS associated or not with aquatic exercise as a form of
treatment in the process of repair of the calcaneus tendon of rats. For this, 84 rats of
the Wistar strain underwent surgical induction with partial transection of the calcaneus
tendon. The animals were randomly divided into four treatment groups and subdivided
into three periods (7.14 and 21 days) containing 7 animals in each: Control (L);
SFDVS (LS); and aquatic exercise (LE); SFDVS associated with aquatic exercise
(LSE). The volume of edema was evaluated 24 h, 7, 14 and 21 days after the surgical
procedure. Histological sections of the calcaneus tendon were evaluated for
guantification of collagen (Masson's Trichrome and Picrosirius Red) and pathological
changes by the analysis of slides stained with HE. The Bonar score was used to
evaluate cell morphology, cellularity, vascularization and accumulation of fundamental
substance. The comparison between the experimental groups was performed using
Kruskal-Wallis and ANOVA tests, with a significance level of 0.05. A greater reduction
in animal edema was observed from the seventh day on in all treatments (p < 0.002),
when compared to the control group. After 7 and 14 days of treatment, the LE
presented the greatest reduction in the volume of edema (p = 0.03041) compared to
the control. After 21 days of treatment (LS) it was the one that presented the greatest
reduction of edema compared to the control group. By quantifying collagen, it was
possible to verify an increase in its concentration for LSE not the period evaluated after
21 days of treatment. Histopathological analysis using Bonar score showed a
significant improvement in histopathological characteristics in tendons of animals
treated with (LSE21), presenting statistically lower score values when compared to the
other groups. Thus, the SFDVS associated with aquatic exercise positively influenced
the repair of the calcaneus tendon, becoming a promising treatment for future clinical
applications.

Keywords: Fibrin Sealant Derived from Snake Venom, Rupture of the Calcaneus

Tendon, Aquatic Exercise.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar o uso do Selante de Fibrina
Derivado do Veneno de Serpente associado ou ndo ao exercicio aquatico como forma
de tratamento para restaurar tenddo calcaneo de ratas. Em nossos resultados foi
possivel observar os efeitos positivos desse tratamento. Verificou-se reducdo do
edema resultante do processo inflamatorio na pata dos animais, quando comparado
ao grupo sem nenhum tratamento. Mediante a quantificacdo do colageno foi possivel
verificar um aumento de sua concentracao, levando a cré, que o tratamento acelerou
0 processo de reparo do tendao, diminuindo assim o tempo de recuperagédo. Esse
estudo também demonstrou uma melhora significativa das caracteristicas
histopatolégicas nos tendfes de animais aqui tratados. Desta forma, o SFDVS
associado ou ndo ao exercicio aquatico influenciou de forma positiva na reparacéo do
tenddo calcaneo tornando-se um recurso terapéutico promissor para futuras

aplicac6es clinicas.
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1 INTRODUCAO

O tendao é formado por tecido conjuntivo denso modelado composto por
fibroblasto e matriz extracelular (MEC), nos quais se encontram submersos as fibras
de colageno e elastina. A principal funcdo dos tenddes é conectar os musculos aos
0Ss0S, mas também séo responsaveis por resistir a tensédo e auxiliar no movimento
(DIETRICH, 2012). Macroscopicamente o tend&o apresenta coloracdo esbranquicada
e microscopicamente, € encontrado maior deposi¢cao de colageno tipo | e em menor
quantidade de colageno tipo Il (PESSOA, 2017).

O tendao calcaneo é o maior tenddo do corpo humano, formado por fibras dos
musculos séleo e gastrocnémico e apesar de sua alta resisténcia biomecanica, se
rompe com frequéncia, geralmente em decorréncia de praticas esportivas, repetitivas
e de intensas cargas mecanicas. (HOLMS et al., 2014).

A incidéncia de rupturas aumentou continuamente nas ultimas quatro décadas
(LAZARONI, 2018). Apesar de ocorrer em qualquer idade sdo mais frequentes na faixa
etaria entre 30 e 50 anos, predominando em individuo do sexo masculino (HOLMS et
al., 2014). Essas lesbes também estéo relacionadas com envelhecimento, pois os
tendBes pouco a pouco vao perdendo sua elasticidade e resisténcia. A perda de
conteudo hidrico, proteoglicanos, glicoproteinas, elastina, além de um atraso da
atividade dos tendcitos levando a um desequilibrio na matriz do tendéo, tornando-o
dessa forma, propicio a constituir lesdes (OLIVEIRA, 2017).

Traumas tendineos constituem um desafio constante na medicina ortopédica,
0 que estimula o desenvolvimento de pesquisas e tecnologias que visem o
aperfeicoamento e aceleracdo do processo de reparo do tendao lesionado (FRAUZ,
2019).

As técnicas de tratamentos dessa lesdo sdo na sua maioria indicagcfes para
procedimentos cirdrgico e nao cirdrgico (método conservador), contudo, estas
técnicas podem desencadear diversas complicagdes ao paciente (OLIVEIRA, 2018).
O método cirdrgico esta associado a baixo risco de reruptura e ao retorno precoce as
atividades, porém apresenta alto risco de complicacGes, tais como, aderéncia
cicatricial que se forma devido ao crescimento acelerado e desorganizado de fibras
de colagenos no local interno da cirurgia; infecgdes e formacéo de queloide (formacao
de cicatriz de ma qualidade) impossibilitando um integro reparo (DIETRICH, 2012). Ja

o0 meétodo conservador, que consiste na imobilizacdo gessada até que ocorra a
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cicatrizacdo do tendao, € uma técnica minimamente invasiva que apesar de reduzir
as taxas de complicacdes do processo inflamatorio, eleva as taxas de rerupturas. Em
funcdo das discordancias, dos métodos de tratamentos utilizados, muitos estudos
experimentais em modelo animais estdo sendo desenvolvidos com a finalidade de
substituir os tratamentos tradicionais (CRESTE, 2015; WALDEN et al., 2017).

Diversos recursos terapéuticos podem ser utilizados com a finalidade de
aceleracdo do reparo tendineo, dentre eles estd o Selante de Fibrina Derivado do
Veneno de Serpente (SFDVS). Este novo selante previamente identificado de
heter6logo € um biopolimero oriundo de uma enzima semelhante a trombina, obtida a
partir de veneno de cobra e fibrinogénio bubalino (BISCOLA, 2017). O selante de
fibrina heterdlogo é dotado de propriedades adesivantes e hemostaticas, seu uso
promove: adesdo; estabilidade tecidual; controle de sangramentos em areas
cirdrgicas; aceleracdo do processo de cicatrizacao tecidual. Além de substituir os
selantes constituintes de componentes humanos disponiveis no mercado (BARROS
et al., 2016).

Este produto foi desenvolvido por pesquisadores do Centro de Estudos de
Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) para substituir os produtos derivados de sangue humano, como meio de
evitar a transmissao de doencas infecciosas (CASSARO, 2019). Ele tem a finalidade
de imitar as etapas finais da cascata de coagula¢cédo sanguinea, formando um coagulo
fisiolégico estavel de fibrina que auxilia no controle das hemorragias e na cicatrizagao
de feridas (OZDENKAYA, 2019). Além disso, os estudos demonstraram que o selante
promove a diminuicdo do edema, alteracdo no limiar de dor por proteger as
terminacdes nervosas, garante a hidratacéo do leito da ferida, ndo apresenta reacdes
adversas e de facil aplicagédo (BISCOLA, 2017).

Outra alternativa de tratamento, tém sido exercicios aquaticos, auxiliando na
reabilitacdo de varias doencas em fungéo do beneficios que as propriedades fisicas
da agua proporcionam ao praticante, como pressao hidrostatica, viscosidade e
temperatura (SILVA, 2011). O exercicio realizado no meio aquatico € um método de
tratamento que auxilia no aumento da amplitude de movimento articular, reeduca os
padrées normais de mobilidade, melhora a funcdo muscular, reduz a atrofia
musculoesquelética e limita os déficits proprioceptivos (MUNOZ, 2019).

O procedimento empregado para reparar lesfes traumaticas parciais em

tenddes calcaneos de ratas, com a utilizagédo do selante fibrina derivado do veneno
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de serpente podera apresentar novas possibilidades para reparo tendineo. E este,
guando associado ao exercicio aquatico podera, auxiliar na amplitude de movimento,
flexibilidade e consequentemente proporcionar relaxamento muscular, evitando desta
forma, complicacdes como edemas, dores e espasmos musculares, além de reduzir
o tempo de recuperacao (SILVA, 2011).

Desta forma, o presente estudo propfGe analisar 0 processo de reparo e
possiveis alteracfes nas quantidades de colageno total nos tenddes com uso do
SFDVS isolado ou associado ao exercicio aquético. Espera-se estabelecer o melhor

tratamento para les6es no tend&o calcaneo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do selante de fibrina derivado do veneno de serpente

associado, ou ndo, ao exercicio aguatico como forma de tratamento de lesdo aguda

do tendao calcaneo em ratas.

2.2 Objetivos especificos

>

Verificar os efeitos dos tratamentos na reducdo do edema em tenddes
calcaneos de ratas submetidas a trauma;

Verificar a qualidade da reparacéo tecidual, presentes no processo de reparo
das lesdes calcaneas;

Analisar possiveis alteracdes nas quantidades de colageno total nos tenddes
dos diferentes tratamentos;

Comparar a qualitativamente os dados histologicos obtidos através da
coloracdo Hematoxilina-Eosina entre 0s grupos tratamento e o controle;
Comparar quantitativamente os dados histolégicos obtidos através da coloracéo
Tricomico de Masson entre 0s grupos tratamento e o controle.

Comparar quantitativamente os dados histol6gicos obtidos através da coloragéo

Picrosirius Red entre os grupos tratamento e o controle.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Tendao

Os tenddes séo formados por tecidos conjuntivos, bem organizados e fibrosos
que conectam os musculos aos 0ss0s, compostos, sobretudo por fibras de colagenos,
proteina de importancia fundamental na constituicdo da matriz extracelular. Exerce
um importante papel no sistema musculoesquelético, transferindo cargas elasticas
das articulacdes estabilizadoras musculares, permitindo desta forma o movimento
adequado dos membros (DUEK, 2014).

Os tenddes tendem a sofrer adaptacdo mecanica em resposta a forcas de
tensdes, nas quais eles estdo sujeitos, alterando sua estrutura, composicdo e
propriedades mecéanicas. No entanto, uma adaptacdo anormal a essas cargas pode
desencadear lesbes. Uma vez lesado, dependendo da gravidade, pode levar meses
para o reparo completo. Contudo, as caracteristicas biomecéanicas podem néo voltar
a normalidade. (OLIVEIRA, 2018).

O colageno representa aproximadamente 65 - 85% do peso seco do tendao,
cuja principal funcdo € permitir resisténcia biomecanica aos tendbes. Deste,
aproximadamente 95% ¢é constituido por colageno tipo | (ARTHUR, 2016), acomodado
e alinhado, com liga¢cBes cruzadas estaveis que atribuem aos tenddes a possibilidade
de alongarem-se em estimulos mecanicos e absorverem as forcas resultantes,
possibilitando desta forma a realizagao do movimento (WALDEN et al., 2017). Menos
de 10 % corresponde a colageno tipo lll, além da presenca de pequenas quantidades
de outros tipos de colageno (NOGUEIRA, 2017). Geralmente o aumento da
guantidade de colageno tipo Il nos tenddes, esta relacionado, a diminuicdo da fibra
de colageno do tendao em estado patoldgico e na fase de reparo (ARTHUR, 2016).

As fibras colagenas dos tenddes estéao dispostas de forma a proporcionar maior
resisténcia as for¢cas que agem sobre o tecido, durante a realiza¢cdo dos movimentos,
sejam elas, longitudinais, transversais, horizontais e rotacionais. Esta organizacao
resulta em fasciculos de fibras que contém unidades menores denominadas fibrilas,
gue por sua vez se apresentam longas e extremamente alinhadas. A evolugcao dessa
estrutura ocorre em consequéncia a adaptacdo funcional normal dos tenddes
(DIETRICH, 2012; ARTHUR, 2016; WALDEN et al., 2017).

As fibrilas séo as principais unidades que formam as fibras de colageno. As

fibrilas de colagenos sao constituidas por trés cadeias polipeptidicas a arranjadas em
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tripla- hélice, denominada de tropocolageno (CARVALHO, 2015). Cada cadeia contém
uma sequéncia de aminoacido repetitiva GLy — X- Y, onde GLy corresponde ao
aminoacido glicina e X e Y e podem representar qualquer aminoacido (OLIVEIRA,
2017). A posicdo X, geralmente ocupada por prolina (aminoacido ajuda na formacao
do colageno, importante para o funcionamento adequado) e a posicdo Y é ocupada
por hidroxiprolina (aminoacidos originados respectivamente da prolina e da lisina
através de processos enziméaticos). A presenca da prolina, hidroxipolina e glicina sdo
essenciais para estabilizar a tripla hélice das fibras de coldgenos (ARTHUR, 2016).

3.2 Acometimento da lesdo do tendao calcaneo

O tendao calcaneo € um dos mais importantes e resistentes tenddes do corpo
humano. Constituido por um tipo de tecido conjuntivo denso, formado pela por¢céo
distal dos musculos gastrocnémico e séleo (triceps sural), com insercdo no 0Sso
calcaneo, o qual tem a fungéo de transmitir a forca desses musculos, determinando a
flex&o plantar do tornozelo, de grande importancia na realizagdo da marcha. (KARVAT
et al., 2013).

Contudo, apesar de sua alta resisténcia rompe com certa frequéncia. A causa
mais comum de ruptura parcial ou total de lesdes tendineas, esta relacionada aos
esforcos excessivos e repetitivos da unidade musculotendinea, principalmente em
atividades esportivas, devido as altas cargas mecanicas impostas por essas
modalidades (ARTHUR, 2016). Apesar de poder acometer qualquer idade, essas
lesbes sdo mais comuns entre os 30 a 50 anos de idade, com predominancia no sexo
masculino (BERTELLI, 2012). Dentre os diversos fatores que envolvem a
tendinopatia, estdo os fatores intrinsecos, que incluem idade, sexo, variantes
anatdbmicas, peso corporal e doenca sistémica e 0s extrinsecos que incluem
atividades esportivas, carga fisica, ocupacdo e condicbes ambientais (DOCHEVA,
2015). O tecido tendineo possui baixa capacidade de regeneracdo em consequéncia
de sua baixa vascularidade, oxigenacdo e nutricdo. Contudo, diversos estudos
evidenciam que quando o tendao lesado é estimulado por meios biofisicos adequados
este pode cicatrizar adequadamente (OLIVEIRA, 2017).

O procedimento para a reabiltacdo do tenddo visa restabelecer a
funcionalidade e a integralidade do tecido lesionado. Neste evento, surgem inevitaveis

sucessfes de acontecimentos, que envolvem reacdes bioquimicas e celulares,
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decompostos em trés fases, sao elas: a fase inflamatoria, seguida da fase proliferativa
e, por fim, a fase de remodelacdo (FARCIC et al., 2012).

Fase inflamatéria ocorre logo ap6s o trauma, com duragdo aproximadamente
de 7 dias com formacédo de edema e hematoma no local. Logo apds a hemdstase, €
ativada a cascata de vasodilatadores e plaquetas, bem como sinais pré-inflamatorios,
gue atraem as células inflamatorias para o local da lesédo. Os fibroblastos recrutados,
para o local, comegam sintetizar diversos componentes da MEC, principalmente
colageno tipo Ill (CHESTER; BROWN, 2017). A fase proliferativa € marcada por um
pico de aproximadamente 14° dia. O recrutamento continuo de fibroblastos estimula
a populacao local de tendécitos a sintetizar colageno tipo Ill e outros componentes
extracelulares, formando uma rede irregular e desorganizada no local da lesédo (WU
et al., 2017). A fase de remodelacao se inicia, apds cerca de 21 dias ou mais apoés a
lesdo, com a reducdo de fibroblastos e sintese da MEC, as fibras de colagenos
comecam a se alinharem longitudinalmente ao longo do eixo do tenddo. A medida
que o reparo entra em maturacédo o colageno tipo Il gradativamente é substituido pelo
colageno tipo | (ARTHUR, 2016).

ApoOs a lesédo do tendédo o tecido formado é modificado tanto na sua estrutura
guanto na sua composicao. O trauma tendineo esta associado a reducédo de colageno
tipo 1, resultando em um tenddo fraco e com baixa capacidade de suportar carga
mecanica. O aumento da quantidade de colageno tipo Ill muito menos organizado
prejudica a funcéo do tecido, resultando em diminuicdo da mobilidade e aumento de
dor (WALDEN et al., 2017).

Lesbes tendinea estdo entre os problemas ortopédicos mais comuns em
consequéncia ao longo do periodo de cicatrizacdo, por apresentar uma menor
resisténcia biomecanica e a elevadas taxas de recorréncia apoés a leséo inicial. Com
isto, diversas estratégias tém sido estudadas com o intuido de tornar o processo de

reparo tendineo o mais préximo da sua forma original (FRAUZ et al., 2019).

3.3 Formas de tratamento

Ha muitas discussdes na literatura sobre a escolha do melhor procedimento a
ser utilizado para o tratamento de lesdes em tenddes, seja ele cirirgico ou nao
cirirgico (convencional) bem como, a forma de melhor conduzir cada tipo de
tratamento (MOREIRA, 2016). A técnica cirdrgica aberta foi considerada por muitos

anos, como modelo padrédo por apresentar baixo indice de reruptura e restaurar a
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forca do triceps sural. Porém esta técnica apresenta diversas complicacdes incluindo,
infeccéo profunda, formacao de queloide e necrose da ferida (LAZARONI, 2018). Ja
0 método conservador como a imobilizacdo é uma técnica minimamente invasiva,
porém apresenta altas taxas de rerupturas e longos periodos de imobilizacao,
provocando enrijecimento do tornozelo e fraqueza muscular (MOREIRA, 2016).

Sabe-se que a qualidade do reparo do tecido tendineo € em grande parte
dependente do modo como o colageno se organiza. Diversas pesquisas apontam que
a forma de distribuicdo e remodelamento do coldgeno na matriz extracelular ao longo
do processo do reparo tendineo é influenciada pelo o método de tratamento
(FRASSON et al., 2009).

Com a finalidade de obter as condi¢cbes ideias e semelhantes as dos tecidos
originais, e obter a cura das lesbes tendineas, novos métodos vém sendo
desenvolvidos com a utilizacdo de modelos experimentais, como o transplante com
célula tronco mesenquimais (LEE et al., 2017), dieta de glicina (VIEIRA et al.,2015) e
aplicacao de terapia de LED e laser de baixa poténcia (PARENTE et al., 2013). Os
biomateriais também tém sido bastante utilizados como forma de tratamento.

Os biomateriais sdo quaisquer substancias ou combinacdes de substancias,
naturais ou nao, ausentes de drogas ou farmacos, que interagem com sistemas
bioldgicos, objetivando tratar, aumentar ou substituir quaisquer tecidos, érgdos ou
fungdes do corpo (CASSARO, 2019). Para que estes polimeros biodegradaveis sejam
ideais, devem cumprir aos seguintes parametros: ndo ser téxicos; dispor
biocompatibilidade; atestar boas propriedades mecanicas e de flexibilidade e
biodegradabilidade controlada; ser naturalmente formado como uma estrutura porosa
e ter propriedades termoplasticas apropriadas (LIMA, 2019).

Dependendo da sua composicdo quimica, 0s biomateriais podem ser
classificados como naturais ou sintéticos. Em relacdo a sua origem, sédo: autdgenos
(obtidos do préprio doador); alégenos (obtidos de individuos da mesma espécie do
receptor); xenégenos (obtidos de espécie diferente do receptor) e aloplasticos (obtidos
de materiais sintéticos-ceramico, metalico e polimérico) (CRESTE, 2015).

Dentre os diversos biomateriais, o selante de fibrina tem se destacado como
uma excepcional alternativa de tratamento com bastante éxito em diversos

procedimentos cirargicos e reparos teciduais (BARROS, 2016).
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3.4 Selante de fibrina derivado de veneno de serpente

A fibrina € um dos principais componentes do processo de reparo e tem duas
funcdes principais. A primeira, criar um ambiente que ofereca as condi¢des ideais e
semelhantes as dos tecidos originais para que células ou tecidos se estabelecam e
proliferem satisfatoriamente. A segunda, acelerar o processo de reparo de feridas e
lesbes, reduzindo risco de hemorragia e de doencas infectocontagiosa (CASSARO,
2019).

O selante de fibrina comercial homélogo é um biomaterial composto de
proteinas do plasma humano, formados por dois componentes principais: fibrinogénio
humano e trombina obtida de sangue humano ou bovino, que, uma vez combinados,
formam uma matriz de fibrina bioativa com propriedades hemostatica (controlar
hemorragias) e de reparo do tecidual (CASTRO, 2015).

Os primeiros estudos utilizando o selante de fibrina datam da Segunda Guerra
Mundial, sendo comercializado com sucesso por anos, porém em 1978, a
Administracéo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA- Food na Drug
Administration) suspendeu sua comercializacéo devido as preocupagdes com 0 risco
de transmissdo de algumas doencas virais, transmitidas por produtos derivados de
sangue humano. Com objetivo de sanar este problema, na década de 1990 surgiu 0
interesse dos pesquisadores em desenvolver novo selante que apresentasse
vantagens quando comparado aos produtos ja disponiveis no mercado, produzido
apenas a partir de componentes animais, sem risco de doencas infecciosas e menores
custos de producao (FERREIRA et al., 2017).

O selante de fibrina heterélogo, derivado de uma serina protease uma enzima
semelhante a da trombina € um composto, produzido basicamente de produtos

extraidos do veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus associado a um

crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido do sangue de Bubalus bubalis bufalo
(CRESTE, 2015; FERREIRA et al., 2017).

Este selante de fibrina heterélogo foi desenvolvido por pesquisadores do Centro
de Estudos de Veneno e Animais Peconhentos (CEVAP), da UNESP — Sé&o Paulo,

vem sendo empregado em diversos experimentos e procedimentos clinicos e pré-

clinicos, tais como: em cirurgia periodontal (BARBOSA, et al, 2008); na cicatrizacado
de feridas cirtrgicas em ratos (PERES, 2013); para reimplante de raizes ventrais

medulares apos avulsdo (CASTRO, 2015); na reparacao do ramo bucal do nervo facial
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(BUCHAIM, 2016); em rinoplastia aberta (YU et al., 2018); e no tratamento de Ulceras
venosas cronicas (CAVASSAN, 2020).

3.5 Exercicio fisico no meio aquético

O exercicio fisico tem sido relacionado a inimeros beneficios ligados a saude,
especialmente a funcdo imune como no caso de processos inflamatérios. Porém de
acordo com o tipo, intensidade, frequéncia e duracéo, eles podem ocasionar alguns
prejuizos ao organismo. (LANA, 2008). O processo inflamatério pode ser
caracterizado como uma resposta de defesa do organismo, ou seja, atua destruindo
fagocitose e anticorpos, diluindo o plasma extravasado e isolando ou retendo malha
de fibrina, 0 agente agressor, cujo objetivo € promover reparo ou cura. (SILVA, 2011).
Evidéncias epidemioldgicas tém mostrado que o exercicio fisico moderado realizado
frequentemente, favorece aceleracdo dos processos de reparo inflamatorio,
promovendo quimiotaxia e aumento da capacidade destas células tanto em animais,
guanto em humanos (LANA, 2008).

Muitos s@o os beneficios agregados ao uso da agua no tratamento de lesao
tendinea. Em geral todos os efeitos bioldégicos que a agua proporciona estdo
relacionados as propriedades fisicas da agua, dentre elas destacam-se densidade,
pressao hidrostatica, viscosidade e temperatura (GREGUOL, 2010). De acordo com
o Principio de Arquimedes, quando um corpo esta completamente ou parcialmente
submerso em repouso em um liquido, ele sofrerd um empuxo para cima igual ao peso
do volume de liquido deslocado, resultando na flutuacdo (FERRREIRA et al., 2017).

No contexto das terapias, a flutuacao servira de suporte ao corpo (sustentacao),
quando realizar movimentos em direcdo a superficie da agua e resistira (resisténcia)
a qualguer movimento realizado na direcdo oposta a superficie deste liquido.
(DELGADO et al., 2004).

A densidade é uma grandeza fisica que mede quanto ha de massa de um corpo
por unidade de volume. A densidade corporal do homem varia de individuo para
individuo e se modifica para diferentes partes do corpo. A capacidade de um individuo
flutuar sera influenciada por seu volume, densidade corporal, capacidade pulmonar e
percentual de gordura (STANKOVIC et al., 2019).

A pressao hidrostatica € exercida de forma igual sobre todas as direcbes das
areas de um corpo submerso em repouso a uma determinada profundidade. E esta

pressdo aumenta de acordo com a profundidade e a densidade do liquido.
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(MCINTYRE, 2019). A viscosidade surge da friccdo interna do liquido produzida pela
atracdo molecular. (GREGUOL, 2010).

A temperatura da agua e a qualidade de calor produzido pelo corpo necessitam
ser levados em consideracdo, na determinacdo de uma temperatura adequada e
confortavel para o paciente se exercitar. (FACCI et al., 2007).

Nesse sentido, o exercicio realizado no meio liquido € um recurso terapéutico
que tem sido bastante utilizado na area da saude para se alcancar uma rapida
recuperacdo e melhora dos pacientes com problemas ortopédicos, devido aos
beneficios provenientes das propriedades fisicas da agua e efeitos fisioldgicos
descritos acima. (FACCI et al., 2007).

Os exercicios na agua sdo muito bem tolerados, especialmente em agua
aguecida, pois o ambiente morno ajuda a reduzir a dor e espasmos musculares. A
agua oferece suave resisténcia durante os movimentos e, ainda, a oportunidade de
treinamento em varias velocidades. Esses componentes fazem com que o exercicio
aquatico seja um excelente método para aumento da resisténcia e forca muscular
(KUNDURACILAR et al., 2018).

Exercicio fisico praticado frequentemente possuem qualidades necessarias
para possibilitar aceleracédo dos processos de reparo tecidual e inflamatorio. Tendo os
exercicios aerdbios os mais evidenciados nesse processo, promovendo a migracao
de leucdcitos em direcdo ao local da lesdo, aumentando a capacidade de fagocitose
dessas células e a atividade de macréfagos (ADABBO,2012).

O treinamento aerobio constitui-se de exercicios de baixa ou moderada
intensidade e longa duracdo, em que as fibras musculares sdo sujeitadas a
sobrecargas repetidas e progressivas por um longo periodo, demandando desse
modo, o metabolismo oxidativo para sua execucao (VEIRA, 2004).

O exercicio realizado no meio liguido proporciona uma variedade de efeitos
fisiol6gicos podendo dessa forma, promover beneficios ao processo de reparo
tecidual, sendo notavel: o0 aumento da circulacdo periférica; aumento no suprimento
de oxigénio e nutrientes ao musculo ativo; aumento no retorno sanguineo e linfatico;
reducdo de edemas pela acdo hidrostética e reducdo da sensibilidade dos terminais

NEervosos gque em conjunto, promovem relaxamento muscular ( MUNOZ et al., 2019).



28

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do do Piaui (UESPI) protocolo numero 0326/2019. Foram
utilizados 84 Rattus norvegicus fémeas, pertencentes a linhagem Wistar, com
aproximadamente 60 dias de idade, obtidas e acomodadas no biotério da
Universidade Estadual do Piaui (UESPI) Teresina — Piaui. Com peso médio de 206 g
e submetidos cirurgicamente a seccao transversal parcial na pata inferior direita de
cada rata. Os animais foram mantidos em fotoperiodo claro-escuro de 12 horas, com
temperatura de 24 + 1 °C, com livre acesso a agua e racdo. Estes animais foram
mantidos nestas condicfes por um periodo de adaptacdo de 10 (dez) dias, antes do
inicio dos experimentos.

Os roedores foram separados aleatoriamente em quatros grupos
experimentais (tabela 1), sendo que: Cada grupo foi subdividido em outros trés
subgrupos, contendo sete ratas cada, das quais foram avaliadas em seus respectivos

tempos: 7, 14 e 21 dias.

— Grupo Controle Leséo (L), grupo em que as ratas sofreram leséo parcial
do tend&o, sem receber nenhum tipo de tratamento;

— Grupos Selante Fibrina Derivado de Veneno de Serpente (LS), grupo
gue as ratas sofreram lesdo parcial do tendao e tratados com selante;

— Grupo Exercicio Aquético (LE), grupo em que as ratas sofreram lesdo
parcial do tend&o e tratados com exercicio aquatico;

— Grupo Selante Fibrina Derivado de Veneno de Serpente mais Exercicios
aquaticos (LSE), grupos em que as ratas sofreram lesdo parcial do

tendao e tratados com o selante e exercicios aquaticos.

De acordo com o grupo experimental descrito, o treino foi realizado de segunda
a sexta. Todos os animais foram eutanasiados nas datas programadas, por sobre
dose de Tiopental sodico (100mg/kg) via intraperitoneal (DIETRICH,2012).
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Tabela 1: Organizacdo dos animais para o experimento

Grupo Animais Exercicio aquatico Selante de fibrina
L 21 ausente ausente
LE 21 presente ausente
LS 21 ausente presente
LSE 21 presente presente

Fonte: Dados da pesquisa, 2020

4.2 Procedimentos anestésicos

Os animais foram inicialmente pesados para estabelecer a dose do anestésico
a ser ministrado. A anestesia geral foi realizada por injecédo via intraperitoneal, com
uma associacdo na mesma seringa de cloridrato de Cetamina 80 mg/kg e cloridrato
de Xilazina a 10 mg/kg. (PERES, 2013).

4.3 Protocolo de inducéo da lesdo tendinea e aplicacao do selante de fibrina

Previamente ao procedimento cirdrgico, foi realizada a tricotomia e assepsia
na pata inferior direita de cada rata. A assepsia foi efetuada com éalcool 70 %. Em
seguida, com lamina bisturi nimero 11, uma incisdo longitudinal posterior de
aproximadamente 3 milimetros de comprimento, foi realizada na pele do animal em
direcdo proximal, iniciada 5 milimetros proximal a tuberosidade do calcaneo, para
exposicao do tenddo. Logo apds, foi realizada uma transeccéo parcial na porcéo
intermediaria do tend&o calcaneo. Para em seguida, realizar a aplicacdo do selante.
Este procedimento foi efetuado com auxilio de um microscopio cirargico D. F.
Vasconcellos (figura 1) (DIETRICH, 2012).

Figura 1: Microscépio cirargico D. F. Vasconcellos

Fonte: Autoria prépria
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O selante de fibrina composto pela fracdo semelhante a trombina do veneno de
Crotalus durissus terrificus, crioprecipitado de sangue bubalino e cloreto de calcio, foi
fornecido pelo Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos da UNESP
(Universidade Estadual Paulista — Brasil).

O composto foi disponibilizado em trés micro tubos que foram acondicionados
a — 20 °C. No momento da aplicacéo foram descongelados, reconstituidos em estado
liguido, misturados em uma seringa de 1Ml e aplicados aproximadamente 9 yL em
cada tenddo transectado em uma unica vez, para formar um coagulo estavel com uma
densa rede de fibrina (Frauz et al., 2019). Somente 0s grupos selante e selante

associado ao exercicio fisico receberam a aplicacéo do selante.

Figura 2: Selante de fibrina, Crioprecipitado de sangue bubalin

' é

o e cloreto de célcio.

Fonte: Autoria propria

4.4 Protocolo de exercicio aquatico

Todos os animais foram submetidos a um periodo de adaptacéo ao meio liquido
durante 15 dias que antecederam o processo cirtrgico. Neste periodo, a duracao dos
exercicios foi aumentada gradativamente até alcancar os 10 minutos por dia. No
primeiro dia iniciou-se com um minuto; no segundo, terceiro e quarto dia com 3
minutos; no quinto, sexto e sétimo dia com 5 minutos; no oitavo, nono e décimo dia
com 7 minutos; no décimo primeiro, décimo segundo e décimo terceiro dia com 9
minutos e por fim, no décimo quarto e décimo quinto dia com 10 minutos
permanacendo assim até o final do experimento. A carga de peso também foi
aumentada gradualmente no mesmo periodo de 15 dias, até atingir 10% do peso
corporal dos animais.Primeiro dia sem carga; no segundo, terceiro e quarto dia com
2% da carga; no quinto, sexto e sétimo dia com 5% da carga; no oitavo, nono e décimo

dia com 7% da carga; no décimo primeiro, décimo segundo e décimo terceiro dia com
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9% da carga e no décimo quarto e décimo quinto dia com 10% da carga. (RAJABI et
al., 2015). A adaptacado ocorrem para todos, como forma de manter 0s animais 0 mais

homogéneos possiveis com relacdo ao condicionamento fisico.

Figura 3: Termémetro Thermo-Hygrometer Clock
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Fonte: Autoria propria

Somente os grupos (LE), e (LSE) foram submetidos ao treino de exercicio
aquatico apos o a inducdo da lesdo. O treino foi iniciado apds o terceiro dia pos-
operatorio, desse modo a propiciar o reparo da pele do animal, reduzindo o risco de
infeccbes e complicacdes como formacgéo de cicatriz (Pestana et al,. 2012). Este foi
realizado em um tanque de formato oval, com 50 cm de profundidade e capacidade
para 100 litros. Os exercicios foram realizados com nivel da agua de 40 cm de
profundidade e a temperatura da agua controlada a 32°C utilizando um termdémetro
(Thermo-Hygrometer Clock) (figura 3).

Os animais foram pesados antes de iniciar o treinamento e uma vez por semana
para, a fim de se estabelecer a carga aplicada durante o exercicio (ASSIS et al., 2018).
Uma carga de chumbos de 10% do peso do animal foi fixada na regido do peitoral
com o auxilio de fita velcro, para evitar que os animais so flutuassem e garantir dessa
forma, a realizacdo do treino proposto. Os exercicios foram realizados 05 (cinco)
vezes por semana de segunda a sexta-feira por um intervalo de dois (02) dias entre
as semanas, com duragdo del0 minutos por dia, nos periodos de 7,14 e 21 dias
(RAJABI at al., 2015).

4.5 Analises do edema

As analises do edema, ocorreram em 05 (cinco) momentos distintos: A primeira

avaliacdo (AV1) foi realizada no momento anterior a lesdo tendinea. A segunda
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avaliacado (AV2) foi realizada 24 horas apods a lesédo tendinea. A terceira avaliacédo
(AV3) apods 7° dias da leséo tendinea; A quarta avaliacdo (AV4) foi realizada apos 14°
dias da lesdo tendinea. Finalmente a quinta avaliagdo (AV5) foi realizada apés 21°
dias da leséo.

A avaliacdo do edema foi realizada na pata direita de todas as ratas, logo acima
da incisdo, onde foi realizada uma marcacdo com pincel definitivo para servir de
referéncia. Em seguida introduziu-se a pata até a altura da marcacdo em um
Plestismdmetro de pata (figura 4), onde foi considerada a alteracdo volumétrica de
liquidos (em mL), por meio do deslocamento da agua, deste modo o equipamento
guantificava o volume da pata.

Dessa forma, o calculo do volume do edema da pata foi feito pela diferenga
entre o volume inicial da pata (antes da inducao da leséo) e o volume dos periodos de
avaliacao descritos anteriormente. Os resultados foram expressos como aumento do
volume da pata (mL). As leituras foram realizadas nos periodos citados anteriormente
(KARVAT at al., 2014).

Figura 4: Representagéo esquemética do Plestismémetro
Alteracéo vol.(ml)

'1 l

Fonte: Autoria propria

4.6 Eutanasia

Os animais foram sacrificados no 7°, 14° e 21° dias ap0s o0 procedimento
cirurgico através da administracdo de uma overdose de anestésico Tiopental sodico
(100mg/kg) (DIETRICH,2012).
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4.7 Fixacdo das amostras de tend&o calcaneo

Apoés o tempo de experimentacdo de cada grupo, foi realizado o processo de
tenotomia nas ratas. O tendao calcaneo, incluindo sua inser¢cao muscular, foi removido
e fixado em formalina 10 % durante 24 horas. A seguir, os tenddes foram lavados em
agua corrente por 24 horas. Os tenddes foram entdo desidratados em solucéo
crescente de alcool etilico (70 %, 90 % e 100 %).

Apoés a desidratacdo, foi realizada a diafanizacdo das pecas em solucédo de
alcool/xilol (1:1) seguido de 2 banhos de xilol puro. Este procedimento foi realizado
em um processador automético de tecidos (PTO5 TS Luptec, S&o Paulo, Brasil). Apés
processamento as amostras foram embebidas em parafina.

Para cada bloco, foram feitos quatro cortes histologicos longitudinal com
espessura de 5 um utilizando micrétomo rotativo (MRPO9 Luptec, Sdo Paulo, Brasil).
As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE), Tricrémico de Masson e
Picrosirius Red (NASCIMENTO et al., 2019).

4.8 Analise histoldgica

A andlise histopatoldgica da regido da lesdo parcial no tenddo calcaneo foi
realizada através das laminas coradas com Hematoxilina e Eosina. Por meio de um
microscoépio de luz (Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan).

Cada imagem foi classificada, de maneira cega, segundo critérios histoldégicos
de tendinopatia, de acordo com o escore de Bonar, adaptando as recomendacdes de
Fearon et al (2014).

Foram avaliados quatro parametro histoldgicos: arranjo das fibras colagenas,
morfologia celular, celularidade, vascularizacdo e acumulo de substancia
fundamental. Cada parametro foi classificado em uma escala de 4 pontos (de 0 a 3),
sendo: 0, normal; 1, ligeiramente anormal; 2, anormal; e 3, marcadamente anormal. A
classificacao da alteracéo tecidual do tendao calcaneo de cada animal foi considerada
como a somatoéria dos escores de cada uma das quatro categorias avaliadas.
Consequentemente, o maior valor possivel do escore é 12 (doze) para um tenddao com
alteracdes patologicas maximas (CESAR DE, 2017).

As alteracdes teciduais do tenddo do calcaneo foram avaliadas por dois
profissionais com experiéncia. A média do escore entre os profissionais foi

considerada para posterior analise.
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4.9 Quantificacao do colageno

4.9.1 Picrosirius Red

Foi realizada a quantificacdo de colageno através das laminas coradas com
Picrosirius Red. Apds a escolha aleatéria de um corte por lamina, este foi fotografado
em 3 campos distintos da lesdo, por meio de um microscopio optico (Olympus, Optical
Co. Ltd, Tokyo, Japan) equipado com filtros para fornecer a iluminacéo polarizada.

As imagens foram obtidas em um aumento de 400x com uma camera digital
acoplada ao microscopio (Sony DSCs75, Tokyo, Japdo) e analisada usando software
MatLab. A metodologia de andlise foi realizada de acordo com Castro (2019). Para
isso, as imagens foram carregadas no software sendo depois convertidas em uma
mascara preto e branco de acordo com um limiar de intensidade estabelecido em 30 %
do valor maximo, assim o branco representa areas de coldgeno e o preto o fundo.

Em seguida, o nimero de pixels brancos em cada imagem foi usado para
calcular a porcentagem da area da imagem que correspondia ao colageno. O niumero

de pixels foi determinado e expresso em percentagem total de colageno.

4.9.2 Tricrobmico de Masson

Foi realizada a quantificacdo de colageno através das laminas coradas com
Tricrdbmico de Masson. Utilizando um microscopio de luz (Olympus, Optical Co. Ltd,
Tokyo, Japan), foram obtidas 6 imagens de cada animal em cada grupo estudado.

A analise foi realizada usando software MatLab utilizando metodologia
adaptada de Quinn et al. (2015). A imagem foi carregada no software e separada em
seus trés canais de cor (Vermelho - R, Verde - G e Azul - B). A razdo entre os canais
Azul e Vermelho (B/R) e Verde e Vermelho (G/R) formam computadas. Foram geradas
duas mascaras a partir do limiar de 15 % da maior intensidade observada no canal
Azul. As duas mascaras foram entdo combinadas utilizando-se l6égica AND, assim a
regido branca representa areas de colageno em preto o fundo.

Em seguida, o niumero de pixels brancos em cada imagem foi usado para
calcular a porcentagem da area da imagem que correspondia ao colageno. O nimero
de pixels foi determinado e expresso em percentagem total de colageno (QUINN et
al., 2015).
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4.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software estatistico Minitab 18. A
normalidade dos dados foi testada pelo teste de Anderson-Darling. As variaveis
quantitativas foram apresentadas por meio de média e desvio padréo, valores minimo,
maximo, mediana e quartis. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis
para comparacao entre os grupos estudados. Para todas as analises, foi considerado

nivel de significancia de 5 %.
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5 RESULTADOS

A Figura 5 apresenta uma representacdo esquemadtica da realizacdo do
experimento até a obtencdo do resultado desta dissertacdo, desde a obtencdo dos
animais até aos processos que foram realizados para analise final do edema e
colageno.

Figura 5: Fluxograma representativo dos procedimentos realizados para a producéo da dissertacdo
ANIMAIS CIRURGIA TRATAMENTO ANALISE

j

"’/ 9uL selante de fibrina
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—
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4 4 Pletismometro
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84 Rattus norvegicus fémeas L
Cirurgia para ruptura do tendao . .
+ } -
y

- ¢ ¢
H.E. Tricromico de Masson. Picrosirus Red.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Exercicio aquatico + 9uL selante de fibrina

5.1 Composicao do peso dos animais

Os valores de média, desvio padrdo, minimo, maximo, mediana e quartis do
peso das ratas sdo apresentados na tabela 2. A média e desvio padrdo do peso de
todos os animais, ndo sendo feita diferenciacédo entre os grupos, foi de 206 + 24g.
Tabela 2: Dados relativos & média, desvio padrdo, mediana, quartis, valor minimo e maximo do peso

dos animais submetidos ou ndo tratamento com exercicio aquatico, selante de fibrina e selante de
fibrina associado ao exercicio aquatico.

N Média EP DP Min. Mediana Max. Q1 Q3

Peso(g) | 84 206,06 2,59 23,77 162,00 207,50 287,00 185,00 219,75

Fonte: Dados da pesquisa, 2020
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N&o houve diferenca estatistica entre os grupos estudados com relacdo ao
peso dos animais (figura 6), indicando que 0s grupos apresentaram aleatoriedade em

sua composigao.

Figura 6: Comparacéo intragrupos para o peso dos animais submetidos ou ndo ao tratamento com
exercicio agquatico, selante de fibrina e selante de fibrina associada ao exercicio aquatico
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020

5.2 Volume do edema 24h ap0és a cirurgia

A Tabela 3 apresenta os valores do volume de edema 24h ap0s a cirurgia. A
comparacao pareada mostrou que nao houve diferenga entre os resultados do volume
inicial do edema 24h apds a cirurgia, tanto para a comparacao intergrupo (figura 7)
guanto intragrupo (figura 8) (p > 0,05). Desta forma, o procedimento de leséo cirdrgica
induziu o processo inflamatério na pata dos animais de forma igualmente distribuida

em todos os grupos. O volume médio do edema apos 24 h foi 0,69 + 0,26 ml.
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Tabela 3: Dados relativos a média e desvio padrdo do volume inicial de edema dos animais
submetidos ou ndo ao tratamento com exercicio aquatico, selante de fibrina e selante de fibrina
associada ao exercicio aquéatico.

Volume do Edema Inicial (mL)

Grupos L LE LS LSE

7 dias 0,63+0,21 0,50 + 0,117 0,89 +0,26" 0,71+0,19
14 dias 0,80+0,16 0,64 £ 0,15 0,69+0,16 0,50+ 0,20
2l1dias 0,84+0,43 0,81+0,34 0,71 + 0,27 0,57+0,21

(*) Diferenca significativa comparada ao LSE14, considerando p<0,05.
(") Diferenca significativa comparada ao LS7, considerando p<0,05
Fonte: Dados da pesquisa, 2020

Figura 7: Comparagéo intergrupos para o volume de edema de 24h dos animais submetidos ou néo
ao tratamento com exercicio aquético, selante de fibrina e selante de fibrina associado a exercicio
aquaético.
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(*) Diferenca significativa comparada ao LNS14, considerando p<0,05.
(") Diferenca significativa comparada ao LS7, considerando p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa, 2020
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Figura 8: Comparacdo intragrupos para o volume de edema de 24h dos animais submetidos ou ndo
ao tratamento com exercicio aquéatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a exercicio
aquatico
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020

5.3 Comparacéo intergrupos do volume de edema final

A Tabela 4 apresenta os valores de edema final para cada um dos grupos

estudados.

Tabela 4: Dados relativos & média e desvio padrdo do volume final de edema dos animais
submetidos ou ndo ao tratamento com exercicio aquatico, selante de fibrina e selante de fibrina
associado ao exercicio aquatico.

Volume do Edema Final (mL)

Grupos L LE LS LSE
7 dias 0,54 £ 0,23 0,11 + 0,09 0,171 £ 0,076 0,243 £ 0,079
14 dias 0,46 £ 0,45 0,13 £0,15* 0,27 £ 0,11 0,19+0,12

21dias 0,80+0,38 0,29 + 0,90* -0,04 £ 0,19* 0,057 + 0,080%
(*) Diferenga significativa comparada ao L.
(") Diferenca significativa comparada ao LE.
Fonte: Dados da pesquisa, 2020
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Figura 9: Comparacéo intergrupos para o volume final de edema dos animais submetidos ou nédo ao
tratamento com exercicio aquatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a exercicio

aquatico.
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(*) Diferenga significativa comparada ao L, considerando p<0,05.
(") Diferenca significativa comparada ao LE, considerando p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020

Foi possivel observar que apods 7 dias de tratamento, 0s grupos tratamento
(LE7, LS7 e LSE7) apresentaram volumes de edema estatisticamente menores
(p < 0,002), comparados ao (L7).

Apés 14 dias de tratamento, somente o (LE14) apresentou valor de edema
estatisticamente menor (p = 0,03041) que o valor do (L14).

Apos 21 dias de tratamento, todos os (LE21, LS21, LSE21) apresentaram
volumes de edema estatisticamente menores (p < 0,001) que o (L 21). O (LSE21)

apresentou valor de volume de edema estatisticamente menor (p = 0,0029) que o (LE
21).
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5.4 Comparacao intragrupos do volume de edema final

Na Tabela 4, no grupo onde foi induzida somente leséo foi observada aumento
estatisticamente significativo somente L14 e L21 (p = 0,04), mostrando que a lesdo
sem tratamento teve uma evolugcdo somente entre a segunda e terceira semana. Ja
no grupo tratado com exercicio aquético, foi observada diferenca estatisticamente
maiores entre o LE21 e LE7 (p = 0,0090) e LE21 e LE14 (p = 0,0096), mostrando a
evolucéo na reducédo do volume do edema quando este tratamento € utilizado.

Entre os grupos tratados apenas com selante de fibrina, foi observada valor
estatistica menor entre os LS 14 e LS 21 (p = 0,0014). Finalmente, para 0s grupos
tratados com selante de fibrina associado a exercicio aquatico, foi observada
diminuicdo estatistica entre LSE 21 e LSE 7 (p =0,0048), e LSE 21 e LSE 14
(p = 0,0489).

Figura 10: Comparag&o intragrupos para o volume final de edema dos animais submetidos ou nédo ao

tratamento com exercicio aquatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a exercicio
aquaético.
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5.5 Andlise histopatoldgica

A andlise histologica qualitativa dos cortes corados com HE (figura 11)
demonstrou que a transeccao parcial foi seguida de um processo tipico de reparacao
tendinea, com participacdo do epitenddo e do endotenddo. Um aspecto comum a
todos os grupos foi a proliferacédo de fibroblastos na area cicatricial. ApOs sete dias do
procedimento cirdrgico, em todos os grupos a fenda resultante da tenotomia parcial
se encontrava preenchida por tecido conjuntivo frouxo. A proliferacéo fibroblastica e a
evolugdo do processo apresentaram diferencas entre os grupos. As subsecbes a
seguir apresentam a andlise dos principais achados histopatolégicos.

Figura 11: Imagem representativa dos achados de analise do colageno apés 7 dias da inducéo da
leséo.

M

Legenda: Area de transic&o entre o tend&o nao afetado (sea) 0 epitenddo contendo numerosos
fibroblastos (*).
Fonte: Dados da pesquisa, 2020]

5.5.1 Evolugao temporal
5.5.1.1 Sete dias de evolucéo

Observou-se que a fenda resultante da transecc¢ao parcial estava em pequena
parte ocupada por tecido de granulacdo jovem, com matriz extracelular (MEC) muito
edemaciada, contendo vasos sanguineos, material fibrindide e infiltrado inflamatorio
composto por neutréfilos e macréfagos. A maior parte estava preenchida por tecido
de granulacdo frouxo com grande numero de fibroblastos, dispostos em feixes
desorganizados. No endotenddo situado nas margens da fenda, especialmente no
coto proximal, notou-se proliferacdo intensa de tendcitos, ovoides em sua maioria,

posicionados em fileiras entre as fibras de colageno (Figura 12 A).
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O LE7 mostrou a fenda tomada por tecido de granulacdo mais maduro, com
raras células inflamatérias e ja apresentando fibroblastos dispostos em feixes mais
organizados. Também ocorreu proliferacdo intensa de tendcitos ovoides no
endotenddo marginal (Figura 12 B). No (LS7), residuos do selante de fibrina foram
encontrados nas bordas da fenda da tenotomia, envolvidos por macréfagos e
fibroblastos. Ocorreu proliferagcdo acentuada de fibroblastos mais maduros, com
citoplasma escasso e nucleo delgados, dispostos em feixes paralelos ao grande eixo
do tenddo. Numerosos tendcitos ovoides foram observados no endotendéo marginal
(Figura 12 C).

Figura 12: Aspectos histolégicos, sete dias de evolugéo.
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Legenda: Area de transicdo entre o tenddo preservado (seta) e o tecido de granulag&o ocupando a
fenda da tenotomia parcial (*). A (Grupo controle): matriz extracelular com infiltrado inflamatério e
fibroblastos sem orientacdo definida. B: (Grupo exercicio aquatico): matriz extracelular com escasso
infiltrado inflamatdrio. Fibroblastos em feixes paralelos. .C: (Grupo selante de fibrina): Fibroblastos em
feixes paralelos dispostos; matriz extracelular densa. D: (Grupo selante de fibrina associado a exercicio
aquatico): Fibroblastos em feixes paralelos dispostos; matriz extracelular densa. H.E. 100x.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020
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O (LSE7) também mostrou detritos do selante de fibrina delimitados por
macréfagos e fibroblastos. A fenda estava preenchida predominantemente por
fibroblastos maduros dispostos em feixes paralelos ao grande eixo do tendé&o.
Igualmente ocorreu proliferacao intensa de tendcitos ovoides no endotenddo marginal
(Figura 12 D).

5.5.1.2 Quatorze dias de evolucao

Mostrou preenchimento da fenda da transeccéo por fibroblastos dispostos em
feixes ondulados numa MEC frouxa, ocorreu proliferacéo intensa de tenécitos ovoides
no endotenddo marginal (Figura 13 A). No (LE14), a fenda foi preenchida por
fibroblastos dispostos em feixes ondulados numa MEC mais densa em comparacao
aos controles, ocorreu proliferacdo intensa de tendcitos ovoides no endotendao
marginal (Figura 13 B).

Figura 13: Aspectos histolégicos, 14 d

ias de evolucéo.
g 4 A he -

Legenda: A (Grupo controle): matriz extracelular frouxa com fibroblastos ondulados. B: (Grupo exercicio
aquatico): matriz extracelular mais densa com fibroblastos ondulados. .C: (Grupo selante): Fibroblastos
dispostos em feixes paralelos; matriz extracelular densa. D: (Grupo selante e exercicio aquatico):
Fibroblastos em feixes paralelos dispostos; matriz extracelular densa. H.E., 100x.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020
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O (LS14) igualmente revelou proliferacdo fibroblastica acentuada que ocupou
a fenda. Os fibroblastos se organizaram em feixes paralelos ao grande eixo do tendao,
sendo a MEC densa. Ocorreu proliferacdo intensa de tendcitos ovoides no
endotenddo marginal (Figura 13 C). No (LSE14) observou-se fenda ocupada por
intensa proliferacdo de fibroblastos, dispostos em feixes paralelos ao grande eixo do
tendao, ocorreu proliferacdo intensa de tendcitos ovoides no endotenddo marginal
(Figura 13 D).

5.5.1.3 Vinte e um dias

A fenda se mostrou ocupada por intensa proliferacao de fibroblastos, dispostos
em feixes paralelos ao grande eixo do tenddo. A MEC se apresentou pouco densa,
ocorreu proliferacdo intensa de tendcitos ovoides no endotendao tenddo marginal
(Figura 14 A). No (LE21), a proliferacédo fibroblastica foi especialmente intensa,
ocupando a fenda e se estendo ao epitenddo, ocorreu proliferacdo intensa de
tendcitos ovoide no endotenddo marginal (Figura 14 B).

O (LS21) revelou proliferagéo fibroblastica comparavel a do grupo controle
nessa etapa, igualmente mostrando proliferacdo intensa de tendcitos ovoides no
endotenddo marginal (Figura 14 C). No (LSEZ21), a proliferacdo fibroblastica foi,
comparativamente, mais acentuada do que nos demais grupos, os fibroblastos
dispostos em feixes paralelos e compactos, observou-se proliferacdo intensa de
tendcitos ovoides no endotendao marginal (Figura 14 D).

Nenhum dos grupos exibiu integral reorganizacdo da estrutura do tendao no
21° dia de evolucgdo. Os achados histologicos, no entanto, indicam que a utilizacdo do
selante de fibrina, isoladamente ou em combinacdo com a exercicio aquatico, tem

efeitos benéficos no tratamento da tendinite experimental em ratos.
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Figura 14: Aspectos histoldgicos, 21 dias de evolucéo.

a

%, »

Legenda: A (Grupo controle): fibroblastos dispostos em feixes paralelos. B: (Grupo exercicio aquatico):
fibroblastos numerosos e dispostos em feixes paralelos e compactos. C: (Grupo selante de fibrina):
fibroblastos muito abundantes organizados em feixes paralelos. D: (Grupo selante e exercicio
aquatico): proliferagdo muito a intensa de fibroblastos em feixes paralelos; matriz extracelular escassa.

H.E., 100x.
Fonte: Dados da pesquisa, 2020
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5.5.2 Escore de Bonar

A Tabela 5 apresenta a pontuacdo no escore histolégico de Bonar para cada

grupo em seu periodo experimental.

Tabela 5: Escore histolégico de Bonar
Morfologia Celularidade Vascularizagcdo Substancia  Escore

celular fundamental Bonar
L7 2 2,0 1,5 1,9 7,0+0,5
LE 7 1,2 1,6 0,7 1,6 53+0,3*
LS 7 1,2 1,8 0,7 2,0 5,8+0,3*
LSE 7 11 1,6 1,2 2,3 6,4 + 0,6*
L 14 1,4 1,3 2,3 2,1 7,2+0,4
LE 14 1,0 1,5 1,6 2,3 6,6 +0,3
LS 14 0,9 1,3 1,5 2,1 5,8+0,32

LSE 14 1,0 1,3 1,3 1,8 56+

O,Sab
L21 1,0 1,3 1,4 1,9 57+0,3
LE 21 1,2 1,5 1,1 1,3 53+04
LS 21 1,2 1,8 0,8 1,5 54+0,5
LSE 21 1,1 1,2 0,8 1,4 4,7 +0,4¢

Legenda: * diferenca significativa na comparagcdo com L7; 2 diferenca significativa na comparacéo
com L14; > diferenca significativa na comparagdo com LE14; ¢ diferenca significativa na comparacgao
com L21.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020

5.5.2.1 Andlise Intergrupos

Os escores foram significativamente menores nos animais tratados apos 7 dias
de transeccgdo parcial, LE7 (p <0,0001), LS7 (p <0,0001) e LSE7 (p <0,0001),
guando comparados ao L7. Da mesma forma, apds 14 dias os grupos tratados, LS14
(p <0,0001) e LSE14 (p<0,0001) também apresentaram escores significativas
menores comparados ao L14 no mesmo periodo. Ainda, neste periodo experimental
pode ser observado que o grupo que associou selante de fibrina ao exercicio aquatico
apresentou valores estatisticamente menores de escores quando comparado ao
grupo selante de fibrina. No entanto, apds 21 dias apenas o LSE21 apresentou
diferenca estatistica menores (p = 0,005) comparado ao L21 e ao demais grupos

tratados (Figura 15).
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Figura 15: Comparacéo intergrupos para o score de H.E. dos animais submetidos ou ndo ao
tratamento com exercicio aquatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a exercicio
aquatico.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020

5.5.2.2 Andlise Intragrupos

Na comparacéo intragrupo (Figura 15), o L21 apresentou diferenca estatistica
(p < 0,0001) de valores de escores menores quando comparado com L7 e L14, ndo
sendo observada diferenca estatistica entre L7 e L14 (p = 0,999).

O grupo tratado com exercicio aquatico apresentou diferenca estatistica
maiores quando comparados L14 com L7 e L21 (p < 0,0001).

O grupo tratado somente com selante de fibrina n&o apresentou diferenca
estatistica entre os tempos de tratamentos (LS7, LS14 e LS21).

J& o grupo tratado com selante de fibrina e exercicio aquatico apresentou

diferenca estatistica para todos os tempos estudados (LSE7, LSE14 e LSE21).
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Figura 16: Comparacéo intragrupos para o score de H.E. dos animais submetidos ou ndo ao
tratamento com exercicio aquatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a exercicio
aquatico.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020

5.6 Quantificacdo do Colageno
5.6.1 Coloragéao por Tricromico de Masson

Os resultados da razéo de colageno observado pelo método de Tricrébmico de
Masson, estdo apresentados na (Figura 17) para comparacao intragrupos e (Figura
18) para comparacéo intergrupo. Na Tabela 6, a variacdo do numero de imagens
avaliadas (N) se da pela quantidade e qualidade das laminas histologicas, sem
comprometer a analise estatistico.

Em relac&o a evolucéo dos intragrupos (Figura 17), para o grupo controle foi
possivel observar diferenca estatistica somente entre o L21 e L7 (p < 0,000001) e L21
e L14 (p =0,00007). Da mesma forma, no grupo exercicio aquatico foi possivel
observar diferenca estatistica somente entre o LE21 e LE7 (p = 0,025) e LE21 e LE14
(p = 0,00011). Para o grupo selante de fibrina foi observado diferenca estatistica entre
LS7 e LS14 (p = 0,004) e LS7 e LS21 (p = 0,009), ndo havendo diferenca entre LS14
e LS21. Da mesma forma, no grupo exercicio aquatico associado a selante de fibrina
foi observado diferenga estatistica entre LSE7 e LSE14 (p =0,004) e LS7 e LS21
(p = 0,00002), ndo havendo diferenca entre LS14 e LS21.
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Figura 17: Comparacéo intragrupos para o score de Tricrdmico de Masson dos animais submetidos
ou nao ao tratamento com exercicio agquatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a
exercicio aquatico.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020

Figura 18: Comparagéo intergrupos para o score de tricrdmico de Masson dos animais submetidos
ou ndo ao tratamento com exercicio aquatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a
exercicio aquatico.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020
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A comparacado entre grupos (Figura 18) foi observada diferenca estatistica
somente entre os LE7 e LSE7 (p = 0,037) em 7 dias de tratamento, LE14 e LSE14
(p =0,037) em 14 dias de tratamento e L21 e LS21 (p =0,007) em 21 dias de
tratamento.

Tabela 6: Representacédo das médias de colageno entre os grupos para o ensaio de coloragcao com

Tricrdmico de Masson

Grupo N Média Desvio P-Valor
Padréo

L7 42 162,9¢ 0,1596 0,076
L14 36 187,7¢ 0,2042 0,025
L21 18 320,52 0,08882 0,341
LE7 30 198,0 0,1921 0,046
LE14 36 156,6¢ 0,1939 0,372
LE21 36 262,4° 0,2146 <0,005
LS7 42 150,3 0,1895 0,587
LS14 36 226,1 0,1657 0,058
LS21 26 225,4 0,2073 0,145
LSE7 36 138,1° 0,2289 0,517
LSE14 36 216,6 0,1305 0,254
LSE21 27 263,82 0,1422 0,180

Legenda: a#7 b#14 c#21
Fonte: Dados da pesquisa, 2020

5.6.2 Coloracéao de Picrosirus Red

Os resultados da razao de colageno observado pelo método de picrosirus red,
estdo apresentados na (Figura 19) para comparacao intragrupos, (Figura 20) para
comparacao intergrupo.

A razédo de colageno para o L7 é estatisticamente maior do que no grupo L21
(p = 0,013). Para os LE, nao foi observada diferenca estatistica na quantidade de
colageno (p >0,4). Nos grupos tratados com selante de fibrina, foi observada
diferenca estatistica entre os grupos LS7 e LS21 (p =0,012) e entre LS14 e LS21
(p = 0,007). O conteudo de colageno do LS21 é estatisticamente superior em
comparacao aos LS7 e LS14. Porém nao foi observada diferencga estatistica entre os
LS7 e LS14. Para os grupos tratados com (LSE), ndo foi observada diferenca

estatistica na quantidade de colageno, todos os grupos apresentaram (p > 0,27).
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Figura 19: Comparacéo intragrupos para o Escore de Picrosirus Red dos animais submetidos ou nao
ao tratamento com exercicio aquéatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a exercicio
aquatico.
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Figura 20: Comparagéo intergrupos dos animais submetidos ou ndo ao tratamento com exercicio
aguatico, selante de fibrina e selante de fibrina associado a exercicio aquatico.
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Na comparacdao intergrupos (Figura 20) por tempo, observou-se que apos 7
dias, o LE7, apresentou valor estatisticamente superior ao L7 (p = 0,04) na razdo do
coldgeno. O LS7 possui valor estatisticamente inferior L7 (p = 0,0001); o LSE7 possui
razdo do colageno estatisticamente inferior L7 (p = 0,0005); o LS7 apresentou razao
do colageno estatisticamente inferior ao LE7 (p = 0,0005) e o LSE apresentou valor
estatisticamente inferior ao LE7 (p = 0,005).

Apés 14 dias de tratamento, o LE14 apresentou valor estatisticamente superior
ao L14 (p=0,0006); o grupo LS14 apresentou valor estatisticamente inferior
comparado ao L14 (p = 0,009) o LS14 possui valor estatisticamente inferior ao LE14
(p = 0,005); o LSE14 possui valor estatisticamente inferior ao LE14 (p = 0,0009) e por
fim o LS14 possui o valor estatisticamente inferior ao LSE14(p = 0,04).

Apés 21 dias de tratamento, o grupo LE21 possui valor estatisticamente
superior ao grupo L21 (p =0,0002); o LS21 possui valor inferior ao grupo LE21
(p =0,01); grupo LSE21 possui valor estatisticamente inferior comparado ao LE21
(p = 0,003).
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6 DISCUSSAO

Na maioria dos pacientes, especialmente individuos idosos, o tendao
cicatrizado geralmente n&o recupera as propriedades mecanicas do tecido nao
lesionado. A resisténcia reduzida do tecido reparado, em comparacdo com o tendao
nativo, resulta da integracdo reduzida das fibras de colageno com uma maior
proporcdo de colageno tipo Ill para colageno tipo I. tendo como consequéncia um
tenddo com qualidade e funcionalidade inferior a do tenddo saudavel. Com a
finalidade de melhorar a terapia dos tenddes lesionados, muitas abordagens
experimentais vém sendo investigadas, consistindo principalmente na aplicacdo de
fatores de crescimento, isoladamente ou em combinacédo, células-tronco na forma
nativa ou geneticamente modificada e biomateriais, isolados ou carregados de células,
no local da lesdo do tenddo (DOCHEVA et. al, 2015). Sendo assim, nosso principal
objetivo foi verificar o uso do SFDVS associado ou ndo ao exercicio aquatico no reparo
tendineo em ratas em um protocolo de 21 dias.

O edema € uma resposta comum gue ocorre apos a lesdo e pode trazer uma série
de eventos indesejaveis, dentre eles, retardo do processo cicatricial. Os tratamentos
para lesdo tendineas objetivam reduzir a inflamacado, reduzindo o edema, visando
evitar a separacdo dos feixes de fibras de colagenos e a deposicdo excessiva de
tecido cicatricial (BERTOLINI et. al., 2005). Em nosso estudo foi possivel observar que
apos 7 dias da inducéo da leséo os grupos tratados apresentaram reducédo de edema
estatisticamente menores quando comparados ao grupo controle. Apos 7 e 14 dias, o
grupo tratado com exercicio aquatico apresentou a maior reducdo do volume de
edema comparada ao controle.

Gianesini et. al. (2016) também observaram resultados similares ao deste
estudo, ao verificarem a eficacia da atividade fisica em ambiente aquético na reducéo
do edema bilateral de membros inferiores (MMII), demonstrou que um protocolo de
cinco sessdes de exercicios fisicos concebidos especificamente dentro de uma
piscina, reduziu significativamente a média no volume dos MMIlI uma semana apos o
término do protocolo nas pernas direita (p < 0,00002) e esquerda (p < 0,000003). Foi
também observada melhora significativa da amplitude de movimento do tornozelo e
sensacao de peso. Apos 21 dias, do nosso experimento, observou-se que 0 grupo
tratado apenas com SF foi o que apresentou a maior reducdo do edema comparado

ao grupo controle.
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Yu et al. (2018) realizaram um estudo prospectivo randomizado para testar se
o selante de fibrina reduzia o edema e a dor na rinoplastia aberta sem osteotomia. Os
pacientes foram divididos aleatoriamente em 1 de 2 grupos: aqueles tratados com
selante de fibrina aerossolizado (grupo SF) e aqueles nao tratados (grupo controle).
Foi observado que o modelo utilizado SF aerossolizado reduziu significativamente n&o
apenas a equimose e o inchaco na area periorbital, mas também o edema do dorso
nasal (p < 0,05).

O fator mais importante para recuperar a funcdo deslizante ndo é impedir a
adesdao do tecido adjacente, mas reduzir a fenda da cicatriz que € a quantidade de
tecido fibroso (TEMPFER et al., 2018). Essa reducdo requer traumatismo minimo,
auséncia de hematoma e abscesso, além de descanso para permitir uma cicatrizacéo
ideal. Uma ruptura de adesao torna o processo inflamatério e a formacao de cicatrizes
agudos novamente (MCQUILLING et al., 2018). O tenddo regenerado com
preservacdo da funcdo deslizante indica uma remodelacdo do tecido cicatricial,
mantendo arquitetura morfoldégica suficiente para nao prejudicar sua funcéo
deslizante, portanto, é importante ndo romper as aderéncias, mas remodelar a cicatriz
(ALVITI e al., 2017).

Antunes et al. (2012) demonstraram, em um modelo experimental de trauma
de tenddo de calcaneo direito, que 2 a 4 séries de 5 saltos em meio aquatico
diariamente, com intervalo de 24 horas entre as aplicacdes, foram ligeiramente
eficientes na reducdo do edema e da nocicepcdo. Contrariando estes achados, no
estudo de Santana et al. (2018), um protocolo de 21 dias utilizando exercicios
aguaticos associados a sericina ndo foi eficiente na melhora das propriedades
musculares, embora a aplicagdo do exercicio fisico tenha sido eficiente na
manutengao do conjuntivo intramuscular, e no ndo agravamento dos efeitos deletérios
consequentes da lesdo nervosa periférica.

Durante a cicatrizagdo do tendao, a celularidade pode aumentar em seis ou
mais vezes e isso é importante pelo fato de fibroblastos terem funcéo principal na
deposicdo e remodelamento da matriz extracelular (BARBATO et al., 2018). Na
avaliacdo microscopica do processo de cicatrizacao tendinea com HE, observamos
que a proliferacéo e a organizacao de fibroblastos na érea cicatricial foi mais evidente
com a aplicacéo do selante, isoladamente ou em associa¢cdo com exercicio aquatico.

Sendo mais intensa apoés 21 dias da aplicacéo do selante. Os achados histologicos,
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no entanto, indicam que a utilizacdo do SFDVS, sozinho ou em combinacdo com
exercicio aquatico, tém efeitos benéficos no tratamento de leséo tendinea.

Nesse sentido, o efeito do selante de fibrina derivado do veneno de cobra
associado ou néo a exercicio aquatico, relatado neste trabalho, pode potencialmente
reduzir o volume de edema e acelerar o processo de cicatrizacdo de leséo tendinea.

Os selantes de fibrina sédo preparados a partir de plasma sanguineo e utilizados
como um adesivo biodegradavel para o tecido (BISCOLA et. al., 2017). O selante de
fibrina derivado do veneno da serpente permite o uso de fibrinogénio heterdlogo e,
além de empregar uma enzima do tipo trombina do veneno de cobra que € mais
potente que a trombina bovina (IATECOLA et. al., 2013). No estudo de De Barros et
al., (2016) os autores analisaram o reparo da cartilagem, utilizando o selante de fibrina
desenvolvido do veneno da cascavel como andaime, tendo como resultados uma
aplicabilidade excelente. O gel ndo desencadeou efeitos indesejaveis, como
inflamac&o, e permitiu um processo normal de reparo corroborado com os dados aqui
apresentados. Um dos efeitos positivos do novo selante de fibrina testado no presente
estudo é sua biocompatibilidade (ORSI et. al., 2017). O selante de fibrina derivado do
veneno de serpentes possui uma configuracdo tridimensional de rede de fibrina que
atua como um suporte adequado para a adesao e proliferacao celular, estimulando
assim a cicatrizacdo (FERRARO et. al., 2005; MACHADO et. al., 2015; BISCOLA et.
al., 2017; FERREIRA et. al., 2015).

Esse selante interage com a fragdo enzimatica do veneno de serpentes,
liberando fibrina monomérica na presenca de calcio e fator XllI, que é convertido em
polimero com propriedades adesivas e selantes (BUCHAIM et. al., 2019). O estudo
de Vidigal de Castro et. al., (2016) utilizou ratos Lewis fémeas para demostrar que o
selante de fibrina obtido a partir do veneno de Crotalus durissus terrificus, bem como
o selante de fibrina comercial Tissucol, resultaram em neuroprotecdo de
motoneurdnios axotomizados proximalmente e recuperagdo motora indicando um
desempenho regenerativo semelhante de ambos os selantes biologicos empregados.

A Analise histopatologica escores de Bonar mostra em nosso estudo que o
tratamento com SFDVS apds 21 dias de tratamento, apresentou, valores de escores
estatisticamente menores quando comparados aos demais grupos. Dessa forma o
SFDVS quanto ao exercicio aquatico influenciou de forma positiva a reparacdo do

tendao calcaneo.
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O exercicio fisico regular aumenta a atividade de manutencéao celular, incluindo
o complexo de proteassoma, Lon protease, autofagia, mitofagia e as enzimas de
reparo do DNA _da atividade envolvidas nos danos mediados pelas espécies reativas
de oxigénio (RADAK et. al., 2019; SOARES et. al., 2019; DEBASTIAN et. al., 2019).
Os tenddes tém uma boa resposta ao exercicio aerébico, como nadar e correr
(BARBATO et. al., 2018). No exercicio, as células tendineas respondem produzindo
fatores de crescimento, existindo um suporte para um aumento induzido por carga, na
sintese de colageno tendinoso, sendo abordado em experimentos em animais,
observa-se aumentos na expressao de IGF-I, TGF-B1 e colageno (SVENSSON et. al.,
2016).

Terapia usando exercicios aquaticos tem um efeito positivo na funcao e na dor,
€ benéfico para manter a resisténcia fisica (VASILIADIS et. al., 2019). Corroborando
com nossos estudos Sheikhani-shahin et. al., (2019) analisaram o efeito de exercicios
aguaticos em lesdes nos tenddes de ratos, relatando um aumento significativo da
celularidade no grupo da atividade aquética, em comparacao com o grupo de controle.

Na analise de picrosirius Red, alguns cortes corados ndo puderam ser
contabilizados, em funcdo da na qualidade dos cortes histolégicos e coloracao,
situacdo semelhante nos estudos de Dietrich (2012). Observou-se que apés 7° dia de
lesé@o o grupo controle L7 dias apresentou maior contetdo de coldgeno do que 21°.

A quantificagdo do colageno Tricromico de Masson, demonstrou aumento na
concentracéo de colageno para o grupo tratado com selante associado com exercicio
aguatico no periodo avaliado de 21 dias. Sendo que o coladgeno € o principal
constituinte dos tenddes, principalmente o colageno tipo | (cerca de 60 a 90%),
estando também diretamente relacionado a recuperacdo da estrutura e das
propriedades biomecanicas dos tenddes durante o processo de reparo (SVENSSON
et. al., 2016; FRAUZ et. al., 2019).

O selante associado ao exercicio aquatico aplicado no tendado calcaneo
lesionado no estudo aqui apresentado ajudou na cicatrizagcdo do tenddo e aumentou
a producao de colageno. Sendo alta expresséo do colageno essencial para obter uma

cicatrizagdo mais rapida dos tenddes (GISSI et. al., 2020).
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, tratamentos cirdrgicos utilizando selante de fibrina,
associado ou ndo a uma terapéutica conservadora, 0 exercicio aquatico para
recuperacédo de lesédo de tendao calcaneo foi avaliado em modelo animal.

Foi demonstrado que a associacdo do selante de fibrina ao exercicio aquatico
na recuperacdo de transeccdo parcial foi uma modalidade terapéutica eficaz na
melhora do edema advindo do processo inflamatorio.

SFDVS somado ao exercicio aquatico influenciou de forma positiva na
reparacao do tendao calcaneo. A associacdo do SF com exercicio aguatico tem uma
melhor eficacia na reducdo do volume de edema, bem como foi possivel observar
aumento da razdo do colageno e diminuicdo do Escore de Bonar, acelerando o
processo de reparo. Essa técnica se apresentou como um tratamento promissor para

futuras aplicacdes clinicas.
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GOVERNO DO ESTADO DO PIAUI

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PIAUI - UESPI = AR
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA LA
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “EFEITO DO SELANTE DE
FIBRINA DERIVADO DO VENENO DE SERPENTE ASSOCIADO A
DIFERENTES TRATAMENTOS NO PROCESSO DE REPARO
TENDINEO EM RATOS”. Protocolo nimero 0326/2019. sob
responsabilidade de Antonio Luiz Martins Maia Filho, para lins de
pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nimero
11.794 de 08 de outubro de 2008, Decreto nimero 6.899, de 15 de julho de
2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi DEFERIDO, pela Comissiio de

Etica do Uso de Animais (CEUA/UESPI) da Universidade Estadual do
Piaui.

FSPECIE | LINHAGEM = SEXO  IDADE | PESO VIGENCIADO ~ N°DE
= PROJETO ANIMAIS
RATO WISTAR  MACHO+ 3-4 MESES| 180E 01 ANOE 168
ISOGENICO FEMEA | 230G MEIO
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